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of the tail to the 7 tl~ mm showing consistently about 10% 
more act ivi ty than the adjoining 2 mm slice (7th-9 th mm). 
This confirms the gradient-like distribution shown pre- 
viously 3. The slight loss of act ivi ty  in these two tissue 
pieces from the 8 th to the 19th day is not statistically 
significant. The regenerates, on the other hand, show a 
marked decrease in catalase act ivi ty  to about  50% of the 
level found in the corresponding region of the non-ampu- 
tated tails (0-7 ram). Only towards the end of the regene- 
ration period does the act ivi ty  seem to increase again, to 
a very slight extent.  That  this decrease is specific for the 
regenerating tissue is shown by the unchanged level of 
activity in the adjoining 2 mm stump slices. This beha- 
viour is in contrast  to the results found in regenerating rat  
liver, where catalase act ivi ty  is not  decreased 4. I t  is also 
in contrast to our own results with the cathepsins 5, which 
in the regenerates return to the normal level within 10 
days after amputation,  i.e. when the regenerates are fully 
differentiated and further growth proceeds without gain 
in nitrogen content". In the case of catalase, the abnorm- 
ally low level is maintained, and in this respect the re- 
generates keep their  specific characteristics even after 
differentiation is completed. 
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Fig. 2 . - -Speci f ic  ca ta lase  a c t i v i t y  du r ing  regenera t ion  in a 1:4000 
solut ion of AT. • Regenerates ,  ~ s t u m p  slices, a 7th-9 th m m  of 
t h e  tails '  of the u n a m p u t a t e d  la rvae  t r ea ted  wi th  AT, o 7th-9th m m  

of the tails of the untreated controls. 

A concentration of 1 : 4000 of AT inhibited catalase in 
the tail tissue of amputa ted  and non-amputated larvae 
(Fig. 2). Both in the regenerates and in the stump slices 
of the amputated larvae as well as in the 7tlL9 m mm slices 
of the treated, non-amputated controls the act ivi ty  was 
depressed to about the same level, namely 20-40% of the 
untreated controls. In the regenerates, catatase act ivi ty  
was decreased to a much smaller extent  than  in the s tump 
and control slices. Here the level fails onIy to about 60 to 
70% of the untreated regenerates (see Fig. 1). I t  seems 
as if at  the AT concentration used, a definite minimum 
levet of catalase act ivi ty  is maintained in the treated 
tissues. 

The regeneration of tail tissue was part ly inhibited by 
AT during the first days after amputation.  On the 5 th day, 
AT-treated regenerates measured only 0,55 mm (average 
of 50) while untreated regenerates measured 1,00 mm 

9 ~E. M. DEUCHAR, R. WEBER, and  F. E.  LENMANN, Helv.  physiol .  
Ac ta  15, 212 (1957). 

(average of 10). But  by the 12 th day treated regenerates 
averaged 3,99 mm to 3,78 mm for the untreated, and at 
the end of the experiment (20 m day) the values were 5,20 
and 4,45 mm respectively. Thus it  seems tha t  those cells 
in the young blastema which survived the first effects of 
the t reatment  retained their full vitali ty,  since the tissue 
as a whole did not lose any of its regenerative power. 

One is led to the conclusion that  the blocking of catalase 
in the regenerate does not in itself affect any vital meta- 
bolic pathway, and that  the inhibition observed may pos- 
sibly be due to a contaminating substance with a specific 
effect on the early phases of regeneration. The presence 
of such biologically active 'aminotriazole contaminant '  
has been discussed by FEINSTEIN et ~zl. l°. I t  should be pos- 
sible to separate the catalase-blocking and the regenera- 
tion-inhibiting components of AT-preparations and thus 
identify the active agents. Such work is at present in pro- 
gress and will be reported on later. 

H. P. VON HAHN 

Zoologisches Inst i tut  der Universiliil Bern, June  77, 1959. 

Zusammen/assung 

In der regenerierenden Schwanzspitze der Xenopus- 
larve bleibt die Katalase-AktivitXt (bezogen ant Total- 
stickstoff) bis zum Ende der Regenerationsperiode auf 
etwa 50% des normalen Niveaus, w/ihrend sie im an- 
schliessendcn Schwanzstumpf unver/indert ist. 3-Amino- 
1, 2, 4-triazol erniedrigt die Katalase-Aktivitft t  in den 
Regeneraten, den Stiimpfen und dem Kontrollgewebe 
nicht-amputierter  Larven auf etwa 20-40% des normalen 
Niveaus. Es bewirkt eine kurzfristige 1Regenerations- 
hemmung in den ersten Tagen nach Amputation,  die im 
weiteren Verlauf wieder voltstXndig ausgeglichen wird. 

m R. N. Fn~NSTmN, S. BERLINER, and F. O. GREEN, Arch. Bio- 
chem. Biophys. 76, 32 (1958). 

Die Komplement-hemmende Wirkung 
einiger Antiproteasen 

Zum Wirkungsmechanisrnus des Komplements bet im- 
munologischer H/imolyse geh6rt eine prim/ire Aktivierung 
yon C't durch den Antigen-Antik6rper-Komplex (eventuell 
auch eine unspezifische Aktivierung durch die proteoly- 
tischen Enzyme Plasmin und Trypsin) zu ,ak t ivem C'p), 
welches die Eigenschaften einer Protease mit  Esterase- 
Aktivit/ i t  aufweisen soil 1-3. Die Hemmung dieser ersten 
Stufe und damit  des ganzen Komplements kSnnte fiir 
Atlergie und Immunohii.ma~tologie yon grosser Bedeutung 
sein 3'4. CUSH~AN et al. s," beobachteten die hemmende 
Wirkung yon Substanzen wit p-Toluolsulfonyl-t-arginin- 
methylester, einigen Polypeptiden, Aminos/iuren und 
Diisopropylfluorophosphat; diese waren jedoch entweder 
zu wenig akt iv  oder wegen ihrer Toxizit/it  therapeutisch 
nicht verwendbar. 

1 E. L. BECKER, J .  Immunol .  77, 462 (1956). 
2 E. L. BECKER, J,  l m m u n o h  77, 469 (1956). 
a E.  L. BECKER, J, All. 29, 3 (1958). 
4 H. FISCHER, W, FRITSCHE und  H. ARGENTON, Kiln. ~Vschr. 36, 

411 (1958). 
5 w. F. CUSH~AS, E, L. BEaKUR und G. WIRTZ, J. Immunol. 79, 

80 (1957). 
6 L. LEVINE, Bioehim. biophys. Acta 18, 283 (1955}. 
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Wir  pr i i f ten  die K o m p l e m e n t - h e m m e n d e  Wirkung  ei- 
niger An t ip ro t ea sen  aus Pankreas ,  Sojabohnen,  Phaseolus ,  
Kar tof fe ln  u n d  Ovomuco id  sowie den Einfluss der  
IV. ~ t b a n o l f r a k t i o n  des Plasmas ,  indem die Verminde-  
rung oder  A u f h e b u n g  der  Lyse  von  sensibit isierten H a m -  
me le ry th rozy t en  du rch  Zugabe dieser Stoffe beobach t e t  
wurde. 

~lethodih. - Hammelerythrozyten. H a m m e l b l u t  wurde  
steril in die Alsever-L6sung e n t n o m m e n  und du tch  
Schii t teln m i t  Glasper len  def ibr inier t .  Die abzentr i fu-  
gierten E r y t h r o z y t e n  wurden  anschl iessend zweimal m i t  
physiologischer  Kochsa lz l6sung  und  einmaI mi t  Veronal-  
puffer yon  p H  7,4 * gewaschen.  Zur  S tandard is ie rung  
wurde eine 5%ige Blu tk6rpe rchensuspens ion  hergestell t ,  
die 108 E r y t h r o e y t e n  pro  ml  en tha l t en  sollte. Die Sensi- 
bilisierung erfolgte  du rch  den Ambozep to r  (1 ml Suspen-  
sion + 1 ml  Puf fe r  p H  7,4 + 4-8 Ambozep to re inhe i t en  
wurden 10 mill bet 37°C inkubier t ) ,  dann  wurde die Su- 
spension auf  eine K o n z e n t r a t i o n  yon 0,4% verdi innt .  
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Abb. 1. Hemmende ~Virkung yon Antiproteasen auf das hSmo- 
lytisehe System. 1: Inhibitor aus Kartoffeln, ~: aus Pankreas, 
3: aus Phaseolus, 4: aus Sojabohnen; h: Hiimolyse in Prozentea 
(Hfmolyse ohne Inhibitor = 100%), i: Konzentratioa des beniitztett 

Inhibitors in %. 

Komplement. Als K o m p l e m e n t q u e l l e  d iente  h u m a n e s  
RP-Serum,  das heiss t  Serum,  aus welchem das Properd in  
mit  Hilfe yon  Zymosan  en t f e rn t  worden  war  s. 

Antiproleasen. Es  wurden  Inh ib i to ren  aus Pankreas  
und Phaseo lus  ~, der  tei lweise gereinigte Inh ib i to r  aus 
Soiabohnen , de r  c h r o m a t o g r a p h i s c h  gereinigte Inh ib i to r  
aus Kar to f fe ln  ~°, die IV. P tasmaf rak t ion  nach  COHN SO= 
wie Ovomuco id  ve rwende t .  Die Subs tanzen  wurden  in 
VeronaIpuffer  y o n  p H  7,4 gelbst.  Zum hi imolyt i schen 
System wurde  von  dieser  Lbsung  so viel zugegeben,  dass  
die zu pr i i fenden  Subs t anzen  in I£onzent ra t ionen von 
0-1,6 g %  v o r h a n d e n  waren.  Die Ant i t ryps in -  und Ant i -  
p lasminakt iv i t i i ten  der  un t e r such t en  Ant ip ro teasen  sind 
in Abb i ldung  3 und  4 wiedergegeben.  

L. PILLEMER, L. BLUM, I. H. LEPow, O. A. Ross, E. W. TODD 
und A. C. ~¢VARDLAW, Science 12o, ~79 (1954). 
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Zur  Fes t s te l lung  der  Antiplasminaklivitdt wurde  die 
H e m m u n g  der  durch  P la smin  ~ bed ing ten  Lyse  des Fibr in-  
koagulums gemessen.  
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Abb. ~2. Komplementhemnmnde Wirkung v o n  Antiproteasen und 
Properdin in Gcgcnwart yon Zymosan bei 37°C. Inaktivicrung 
des Komplements durch Rattenproperdin (1); Inaktjvienmg des 
Komplements dutch Rattenproperdin + Antiproteasc aus l'ankreas 
(e), l~haseolus (Z), Sojabohncn {4), Karioffein (Q. Konzentration 
der Inhibitoren: 0,8%; h ~ HSmolyse; 1¢ = Konzentration des 

Properdins. 

Die A ntitrypsinaktivitiit wurde  aus d e m  Grad  der  H e m -  
m u n g  einer  p ro teo ly t i sehen  Spa l tung  von  Kase in  be-  
s t immt '2 .  
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Abb. 3. Relative Hcmmung yon Trypsin durch Antiproteascn. 
Der Inhibitionseffckt der t)ankreasantiprotcase wurde als Basis 
genommen trod die Wirkung der iibrigcn Inhibitorcn im Verhiiitnis 
zlnn Pankreasinhibitor bestimmt. 1 = Inhibitor aus Pankreas, 

= Ovomueoid, 3 = aus Sojabohnen, 4 = aus l~haseolus, 5 = aus 
Kartoffeln, 6 = IV. Fraktiot~ vou Humanplasma. 

Properdin. Als P rope rd inque l l e  wurde  R a t t e n s e r u m  
v e r w e n d e t  und  die P roperd inak t iv i t~ i t  nach  ISLIKER s 
b e s t i m m t .  

, i  M. RvBkK und J. REJNEK, Clin. tiffin. Acta 4, im l)rttck (1959). 
lZ j .  HLAOOVEC lind V. MANSFELD, Coil, Czech. chem. Comm. 23, 

1796 (1958). 



382 Br~ves communications - Brevi comunicazioni [EXPER1ENTIA VOL. XV/10] 

Versuchsanordnung. I n  die kReagensgl/~ser w u r d e n  fol- 
gende  L 6 s u n g e n  p i p e t t i e r t :  

0,1 ml  R P - S e r u m  
0-0 ,4  mt  I n h i b i t o r  
0 ,4-0 ml  P u f f e r  p H  7,4. 

Das  V o l u m e n  des  S ys t ems  b e t r u g  i m m e r  0,5 ml,  die K o n -  
z e n t r a t i o n  des I n h i b i t o r s  va r i i e r t e  v o n  0 bis  1,6 g % .  Die 
L 6 s u n g  w u r d e  wi th rend  15 m i n  be i  37°C i n k u b i e r t ;  d a n n  
w a r d e n  2 ml  E r y t h r o z y t e n s u s p e n s i o n  zugeff igt  a n d  das  
Gemisch  wei tere  30 ra in  bei  g le icher  T e m p e r a t u r  geha l t en .  
N a c h  de r  I n k u b a t i o n  w u r d e  die Suspens ion  zen t r i f ug i e r t  
u n d  p h o t o m e t r i s c h  (Unlearn)  die E x t i n k t i o n  gemessen .  
E i n e  HAmolyse  o h n e  I n h i b i t o r z u g a b e  w u r d e  als  100% 
a n g e n o m m e n  (Abb.  I). 

Institut liar Hiimatologie und Btuttrans[usion und For- 
schungsinstitut [i~r Pharmazie and Biochemie, Prag, 
7. ~[ai t959. 

Summary 

T h e  c o m p l e m e n t - i n h i b i t i n g  ac t ion  of some ant ipro-  
teases  (i.e. t h e  i n h i b i t o r s  f rom pancreas ,  so jabeans ,  Phase- 
olus, po ta toes ,  ovomuco id ,  a n d  t h e  effect  of t h e  IV.  e thanol  
p l a s m a  f rac t ion)  h a s  been  obse rved .  I t  was  f o u n d  t h a t  the 
a n t i p r o t e a s e s  p r o d u c e d  f rom so iabeans ,  pancreas ,  Phase-  
olus, a n d  p o t a t o e s  possess  t h e  i n h i b i t o r y  effect .  

O n  t h e  D i s t r i b u t i o n  i n  B r a i n  o f  M o n o a m i n e s  

a n d  o f  E n z y m e s  R e s p o n s i b l e  f o r  t h e i r  F o r m a t i o n  
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Abb. 4. Relative Hemmungswirkung von Antiproteasen auf Plasmin. 
Der Inhibitionseffekt der Antiprotease aus Pankreas wurde ats 
Basis genommen und die YVirkung der tibrigen ImMbitoren im Ver- 
hiiltnis zum Pankreasinhibitor bestimmt. 1 = Inhibitor aus Pan- 
kreas, ~ = Ovomueoid, 3 = aus Sojabohnen, 4 = aus Phaseolus, 

5 = aus Kartoffeln, 6 = IV. Fraktion yon Humanplasma. 

Die  A n t i p r o t e a s e w i r k u n g  auf  das  h~imolyt ische S y s t e m  
~usser te  s ich in e iner  H e m m u n g  de r  p r o z e n t u a l e n  Lyse,  
wie A b b i l d u n g  1 u n d  2 zeigen. Die  i n t e n s i v s t e  ~Wirkung 
besass  de r  aus  Soj a b o h n e n  he rges te l l t e  I n h i b i t o r ,  w~thrend 
die aus  P a n k r e a s ,  P h a s e o l u s  u n d  K a r t o f f e l n  g e w o n n e n e n  
P r ~ p a r a t e  e ine r e l a t i v  g e r i n g e r e  H e m m u n g  e r g a b e m  
O v o m u c o i d  w a r  o h n e  ]eg l ichen  Ef fek t .  Die  n a t i v e  
IV. P l a s m a f r a k t i o n  zeigte e ine  P r o p e r d i n - h e m m e n d e  W i r -  
kung ,  die n a c h  Erw~i rmung  auI  60°C allm~thlich ver -  
s chwand .  

Die h e m m e n d e  ~Virkung y o n  P r o p e r d i n  au f  C' a in  Gegen-  
w a r t  y o n  Z y m o s a n  bei  37°C wurde  d u r c h  die I n h i b i t o r e n  
m i t  A u s n a h m e  de r  IV.  F r a k t i o n  n i c h t  ges t6 r t ;  die resul-  
t i e rende  H ~ m o l y s e v e r m i n d e r u n g  se t z t e  s ich  aus  de r  in-  
a k t i v i e r e n d e n  W i r k u n g  des  P r o p e r d i n s  u n d  de r  K o m p l e -  
m e n t h e m m u n g  d u r c h  die A n t i p r o t e a s e n  z u s a m m e n .  Bei  
I n h i b i t o r e n  aus  S o j a b o h n e n  u n d  K a r t o f f e l n  i ibers t ieg  die 
ak tue l l e  I n h i b i t i o n  die S u m m e  be ide r  I n a k t i v i e r u n g s -  
w i r k u n g e n  (Abb.  2). 

Die h ie r  b e o b a c h t e t e  K o m p l e m e n t - H e m m u n g  d u t c h  
A n t i p r o t e a s e n  l iefert  e inen  we i t e r en  Beweis  fiir d e n  P ro -  
t e a s e n c h a r a k t e r  m i n d e s t e n s  e iner  K o m p l e m e n t k o m p o -  
n e n t e  (C'~). W i r  s ind  Ie rne r  de r  Ans ich t ,  dass  dieser  I n h i -  
b i t ionse f fek t  in  de r  T h e r a p i e  e iniger  a l le rg ischer  E r k r a n -  
k u n g e n  u n d  vie! le icht  a u c h  de r  t o x i s c h e n  h~imolyt i schen 
A n ~ m i e n  ausgen i i t z t  we rden  k 6 n n t e .  

M. I:~YBAK, M. PETAKOVA, V. MANSFELD, 
a n d  J .  HLADOVEC 

I n  a p rev ious  i nves t i ga t i on ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  of nor- 
a d r e n a l i n e  a n d  d o p a m i n e  in t h e  b r a i n s  of severa l  mam- 
m a l i a n  species was  m a p p e d  out , ,  ~. H i g h  a m o u n t s  of 
n o r a d r e n a l i n e  were  d e t e c t e d  in  t h e  h y p o t h a l a m u s  and 
o t h e r  p a r t s  of  t h e  b r a i n  s t em,  w h e r e a s  d o p a m i n e  was 
f o u n d  to  be  local ized a l m o s t  exc lus ive ly  in  t h e  nucle i  of 
t h e  co rpus  s t r i a t u m  of t h e  ce reb ra l  hemisphe re s .  The 
b r a i n  p a r t s  r i ch  in ca t echo l  a m i n e s  also p r o v e d  to  have  
h i g h  L - d i h y d r o x y p h e n y l a l a n i n e  (DOPA)  decarboxylase  
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Fig. l.--Excess concentrations of dopamine in different brain parts 
at varying intervals of time after injection of DOPA. 

Caud. : Caudate nucleus. Hyp. : Hypothalamus. Mes. : Mesencephalon. 
ObL: Medulla oblongata + pops. ]'ha. : Diencephalon (not hypo- 

thalamus). Hem.: Hemispheres (not corpus striatum). 
Cbl. : Cerebellum 

ac t iv i t i e s  in vitro. T h e s e  a n d  o t h e r  d a t a  s e e m e d  to  in- 
d i ca t e  t h a t  t h e  two  a m i n e s  were i n v o l v e d  in  t h e  functions 
of d i f f e ren t  regions  of t h e  b ra in .  T h e  i nves t i ga t i on  has 
n o w  b e e n  c o n t i n u e d  a n d  some a d d i t i o n a l  d a t a  are  given 
in th i s  paper .  

I t  was  t h o u g h t  of i n t e r e s t  to  s t u d y  t h e  d i s t r ibu t ion  of 
n o r a d r e n a l i n e  a n d  d o p a m i n e  in  some f u r t h e r  detail .  The 

I ~. BERTLER and E. ROSENGREN, Exper. 15, I0 (1959). 
~.  BERTSER and E. ROSENGR~, Acta physiol. Stand. (in 

press). 


